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の miRNA の発現の間の関連についての報告はない。 
近年、羊水中の 16S リボソーム DNA（16S rDNA）を用いて、絶対定量およびメタゲノム
シーケンシングを行い、絨毛膜羊膜炎を正確に診断できることを我々は報告した。妊娠
中に子宮内感染を引き起こすのは主に 11 種の細菌 microbiomic chorioamnionitis
（miCAM とする）であり、これらの菌種は重度の絨毛羊膜炎と関連することがわかった。 
宿主の miRNA の変化をみることで、絨毛膜羊膜炎の発症を予測することができると仮
定し、本研究では、羊水中の miRNA 発現と 16S rDNA との相関を調べ、絨毛羊膜炎のバイ
オマーカーととなり得る miRNA を同定することを目的とした。 
 
【対象と方法】 
 まず初めに、羊水サンプルでの候補 miRNA を探索するため、15 例の羊水で miRNA アレ
イ解析を行った。その結果、候補となった miRNA の臨床的重要性を特定するために、
miRNA の発現と 16S rDNA のコピー数を 63 例の羊水で測定した。63 例の羊水のうち、絨
毛膜羊膜炎群を 37 例、絨毛膜羊膜炎ではない群を 11 例、妊娠 15-17 週の染色体異常を
調べる際に羊水穿刺した 15 例を対照群(コントロール群)とした。37 例の絨毛膜羊膜炎の
内、21 例は miCAM で 16 例は非 miCAM であった。最後に、羊水中の miRNA の発現との関係
を調査するために、血清中の miRNA の発現および 16S rDNA のコピー数を、14 例の血清で
測定した（内訳は絨毛膜羊膜炎かつ miCAM の 9 人と絨毛膜羊膜炎ではない 5 例）。 




い、候補となった miRNA を、TaqMan®miRNA アッセイを使用して ddPCR を用いて miRNA 発
現を定量化した。細菌量とした 16S rDNA の定量には、ユニバーサルプライマー（27Fmod
及び 338R）を使用し EvaGreen を用いた ddPCR で定量を行った。 
統計はマンホイットニーU 検定、ダンの多重比較検定を主に適用し、対応のある場合は
Student-t 検定を使用した。ROC 曲線を作成し、AUC と Youden インデックスを求め、ピア
ソンのカイ二乗検定も使用した。p <0.05 を統計学的に有意とし、統計ソフトは Windows
ベースのシステムの GraphPad Prism v8.0 および SPSS v16.0 を使用して行った。 
 
【結果】 
 まず初めに miRNA アレイ解析で 10 個の microRNA が選定され、ddPCR を用いた多段階の
検証で、miR-4535、miR-191-5p 、および miR-1915-5p が絨毛膜羊膜炎において発現が多
いことがわかった。 
重度の絨毛羊膜炎の有望な羊水バイオマーカー候補として選択したこれら 3 つの miRNA
と 16SrDNA を 63 例の羊水を用いて定量した。 
miR-4535、miR-191-5p、miR-1915-5p は絨毛膜羊膜炎の羊水中有意に増加していた。ま
た、miR-4535 および miR-1915-5p の発現は羊水中の 16SrDNA のコピー数と有意に相関し
ていた。 
次に、重度の絨毛羊膜炎を予測する ROC 曲線で、miR-4535、miR-1915-5p、および miR-
191-5p の AUC 値は、16S rDNA の AUC 値よりも高い診断精度を示した。 
miR-4535 と miR-1915-5p の発現および 16SrDNA のコピー数は、非 miCAM グループと比
較して miCAM グループで有意に増加していた。 
羊水中の miR-1915-5p の発現と 16SrDNA のコピー数は、WBC 数が多い患者で有意に増加
していた。miR-4535 と miR-1915-5p の発現、および羊水中の 16S rDNA のコピー数は、CRP
レベルが高い患者で有意に増加していた。 
miR-4535 および miR-1915-5p 発現の第 3 四分位数（75％以上）は、新生児の敗血症疑い
症例と有意に関連していた。 
最後に、miCAM かつ絨毛膜羊膜炎の 9 例の血清中の miR-4535 および miR-191-5p の発現
が、絨毛膜羊膜炎でない 5 人の血清中と比較して有意に増加していた。miCAM かつ絨毛膜
羊膜炎の 9 人の患者において、血清中の miR-4535 の発現は羊水中の発現と有意に相関し


















炎と羊水中の miRNA の発現の関連についての報告はない。本研究では宿主の miRNA の変化
をみることで、絨毛膜羊膜炎の発症を予測することができると仮定し、羊水中の候補とな
る miRNA の発現と 16S リボソーム DNA(16S rDNA)コピー数との相関を調べ、絨毛膜羊膜炎
のバイオマーカーとなり得る miRNA を同定することを目的とした。 
羊水および血清サンプルは、2010 年から 2018 年にかけて福岡大学病院および国立病院
機構佐賀国立病院で収集された。無菌的に経腹超音波断層法下で経皮的に羊水穿刺を行な
い、母体血清サンプルは羊水穿刺と同じ日に採取された。胎盤の病理学的診断はブラン分
類に基づいて診断された。先行研究において、羊水中の 16S rDNA を用いて、絶対定量お
よびメタゲノムシーケンシングを行い、妊娠中に子宮内感染を引き起こすのは主に 11 種
の細菌 microbiomic chorioamnionitis（miCAM とする）であり、これらの菌種は重度の絨
毛羊膜炎と関連することが報告された。この結果をもとに 15 人の症例を miCAM により分
類して miRNA microarray 解析を行った。その結果、選定された 10 個の miRNA のうち、発
現が多く重度の絨毛羊膜炎の有望なバイオマーカー候補となった miRNAs(miR-4535、miR-
191-5p 、および miR-1915-5p)を、TaqMan®miRNA アッセイを使用して droplet digital 
PCR(ddPCR) を用いて羊水中(63 症例)および血清中(14 症例)の発現を定量した。 
miR-4535、miR-191-5p、miR-1915-5p は絨毛膜羊膜炎の羊水中で有意に増加していた。
また、miR-4535 および miR-1915-5p の発現は羊水中の 16SrDNA のコピー数と有意に相関
していた。さらに、miR-4535、miR-1915-5p、および miR-191-5p は、16S rDNA よりも高い
絨毛膜羊膜炎の診断精度を示した。miR-4535 および miR-1915-5p 発現の第 3 四分位数(75%






重度絨毛膜羊膜炎を宿主側の miRNA の変化と菌側の 16S rDNA からの両面から解析し、
羊水中の miR-4535, miR-1915-5p, miR-191-5p が絨毛膜羊膜炎の羊水中で高発現している
ことをデジタル PCR の定量で示した世界初の研究である。miR-4535, miR-1915-5p が細菌














 本研究では，miRNA microarray 解析で重度の絨毛膜羊膜炎に関連する miRNA の同定に
成功している。また，定量精度が高く，高い感度をもつ第 3世代の PCRとも言われる droplet 











ったのか？miCAM と non-miCAM では臨床的に違いがあるのか。Non-miCAM では児の感染は
なかったのか。菌に特徴があるのか。 
回答 1：今回の 37 例で菌種を同定している症例は一部分なので正確な割合はわからない
が、先行研究よりはｳﾚｱﾌﾟﾗｽﾞﾏ感染症例は少ない割合であると思う。miCAMの方がnon-miCAM
の症例と比較して重度の絨毛膜羊膜炎が多く、先行研究において児の予後も良好ではなか










質問 3：miR-4535 はなぜ血清中に多いのか。感染による生体の反応なのか。 
回答 3：羊水中の miR-4535 は今回測定した miRNA の中では量が一番多かったので、その






質問 4：胎児の IL-6 が上がるとのことだが、これは胎児のものなのか母親なのか。 




質問 5：microRNA が約 20 塩基になるまでの過程を教えてください。 
回答 5：前駆体から dicer という酵素により切断されて成熟 microRNA になる。Argonaute








質問 7：本研究において使用された 16S DNA を定量するユニバーサルプライマーはこの
miCAM11 種類を同定できるのか。 

















質問 10：発表中に miR-4535 はｲﾝﾄﾛﾝ microRNA ということであったが、何かの遺伝子のｲﾝ
ﾄﾛﾝにコードされているのか。 
回答 10：データベースで確認したが、miR-4535 は何かをコードしているのではなく、こ




回答 11：今回の CAM 症例がすべて微生物による早産であるという確証はない。microRNA
はホストの反応をみているため、そのほかの現象によるものを表している可能性もある。 
 

















本論文は、母体と新生児から採取した実際の臨床検体を対象に microarray や ddPCR を
用いて、宿主の特定の miRNA の変化が絨毛膜羊膜炎のバイオマーカーとなり得ることや羊
水穿刺に依らない血液検体を用いた非侵襲的な評価の可能性を明らかにした。病態の解明
や臨床応用への発展性を有する独創性の高い論文であり、発表と質疑応答の結果をふまえ
て主査および副査の審議の結果、学位論文に値し、学位申請者についても学位授与に値す
ると評価された。 
 
 
 
